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57 Resumen:
Procedimiento de fermentacio´n de productos vege-
tales.
La presente invencio´n se reﬁere a un procedimiento
de fermentacio´n de productos vegetales aplicable, en-
tre otros, a aceitunas de todas las variedades posi-
bles, pepinillos y zanahorias. El procedimiento in-
cluye como paso adicional al proceso tradicional la
inoculacio´n de la salmuera en la que se colocan los
productos vegetales con un cultivo del microorga-
nismo Lactobacillus plantarum LP RJ1, productor de
una bacteriocina denominada plantaricina S. Con el
procedimiento de la invencio´n se consigue una ma-
yor homogeneidad en el sabor, aroma y calidad del
producto fermentado y una importante reduccio´n del
deterioro, con lo cual se aumenta el rendimiento del
proceso.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fasc´ıculos: Oﬁcina Espan˜ola de Patentes y Marcas. C/Panama´, 1 – 28036 Madrid
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DESCRIPCION
Procedimiento de fermentacio´n de productos
vegetales.
Objeto de la invencio´n
El objeto de la presente invencio´n es un proce-
dimiento de fermentacio´n de productos vegetales
aplicable, entre otros, a aceitunas de todas las
variedades posibles, pepinillos y zanahorias.
El procedimiento incluye como paso adicional
al proceso tradicional, la inoculacio´n de la sal-
muera en la que se colocan los productos vege-
tales con un cultivo del microorganismo Lactoba-
cillus plantarum LP RJ1. Constituyen asimismo
otros objetos de la presente invencio´n el propio
microorganismo utilizado en el procedimiento de
fermentacio´n, as´ı como la utilizacio´n del microor-
ganismo y los productos fermentados obtenidos
mediante el procedimiento.
Estado de la te´cnica
Lactobacillus plantarum es una bacteria la´c-
tica que se ha asociado histo´ricamente a la fer-
mentacio´n tradicional, esponta´nea, de aceitunas
verdes estilo espan˜ol, pepinillos y otros produc-
tos vegetales, como las zanahorias (Cruess, W.V.
“Pickling green olives”; Calif. Agric. Exp. Stn.
Bull. 498, 1930; Anderson, R. “Characteristics
of the bacterial ﬂora isolated during spontaneous
lactic acid fermentation of carrots and red be-
ets”; Lebensm. Wiss. u. Technol. 17, 282-286,
1984; Daeschel et al. “Microbial ecology of fer-
menting plant materials”; FEMS Microbiol Rev.
46, 357-367, 1987). El desarrollo de esta especie
bacteriana en las salmueras de fermentacio´n se
considera esencial para la conservacio´n de dichos
productos vegetales, ya que produce la cantidad
necesaria de a´cido la´ctico para que dicha conser-
vacio´n sea efectiva.
Aunque se encuentra en pequen˜a proporcio´n
entre la poblacio´n bacteriana que se desarrolla
en los momentos iniciales de la fermentacio´n,
t´ıpicamente L. plantarum se convierte en la es-
pecie dominante sobre otras bacterias la´cticas y
bacterias gram-negativas al poco tiempo de que
los productos vegetales hayan sido colocados en la
salmuera, coexistiendo en algunos casos (como en
la fermentacio´n de aceitunas y pepinillos) con una
poblacio´n de levaduras hasta el ﬁnal del proceso
fermentativo (de la Borbolla y Alcala´ et al. “Es-
tudio sobre el aderezo de aceitunas verdes. XV.
La primera fase de la fermentacio´n.”; Grasas y
Aceites 9, 118-124, 1958; Fleming, H.P. “Deve-
lopments in cucumber fermentation”; J. Chem.
Tech. Biotechnol. 34B, 241-252, 1984). Para
conseguir un producto estable con el aroma y el
sabor t´ıpicos de los productos fermentados (acei-
tunas, pepinillos, zanahorias, etc.), es esencial
que todos esos microorganismos se desarrollen en
la salmuera siguiendo la secuencia correcta, tal
como se ha descrito anteriormente (Ferna´ndez-
Dı´ez, M.J. “Food and feed production with mi-
croorganisms; Olives”; G. Reed, 379-397, 1983;
Garrido-Ferna´ndez et al. “Food fermentations;
Olive fermentations”; G. Reed, 593-627, 1995).
Todas las fermentaciones naturales de produc-
tos vegetales dependen de los microorganismos
presentes en los productos de partida (la deno-
minada ﬂora natural), en los utensilios con que
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se manipulan y en los recipientes (fermentadores)
en que se almacena el producto para proceder a
su fermentacio´n. Esto hace que aparezcan con
frecuencia variaciones indeseables en el sabor, el
aroma y la calidad y que se deterioren cantidades
importantes de frutos. Por ello se hace necesa-
rio establecer mecanismos de control de dichas
fermentaciones, entre los que el uso de cultivos
iniciadores de L. plantarum se considera poten-
cialmente interesante a este respecto.
Se han descrito procedimientos para controlar
la microﬂora durante la fermentacio´n de los pro-
ductos vegetales, bien mediante inoculacio´n di-
recta con cultivos puros de L. plantarum, bien
utilizando una salmuera que contuviera una po-
blacio´n de lactobacilos activos (de la Borbolla y
Alcala´ et al. “Empleo de cultivos puros de lac-
tobacilos en la preparacio´n de aceitunas verdes”;
Grasas y Aceites, 15, 6-11, 1964; Etchells). Sin
embargo los resultados obtenidos no siempre han
sido satisfactorios, debido a que los cultivos utili-
zados no hab´ıan sido optimizados para estas fer-
mentaciones. Una caracter´ıstica importante que
debe tener un cultivo de L. plantarum que se vaya
a utilizar como iniciador es su capacidad para do-
minar la microﬂora ind´ıgena. Esta dominancia
puede conseguirse bien a trave´s de un ra´pido cre-
cimiento de esta bacteria fa´ctica en las condicio-
nes de fermentacio´n, bien por su capacidad para
producir ciertas sustancias antagonistas denomi-
nadas bacteriocinas (Marugg, J.D. “Bacteriocins,
their role in developing natural products”; Food
Biotechnol. 5, 305-312, 1991). El hecho de que el
cultivo iniciador que se utilice sea capaz de produ-
cir bacteriocina le proporciona “a priori” una ven-
taja selectiva no so´lo frente a la microﬂora natural
que puede desarrollarse durante la fermentacio´n
y que compite por los sustratos con L. plantarum,
sino frente a la microﬂora que puede deteriorar el
producto, durante o despue´s de la fermentacio´n.
L. plantarum LPCO10, una bacteria la´ctica
aislada de una fermentacio´n de aceitunas ver-
des, produce dos bacteriocinas, llamadas plan-
taricinas S y T, que son activas frente a gran
nu´mero de microorganismos competidores de di-
cha cepa bacteriana en las salmueras de fermen-
tacio´n, como por ejemplo, otras cepas de L. plan-
tarum, y otras especies de lactobacilos, leuco-
nostocs, pediocacos y estreptococos, as´ı como
frente a bacterias (propionobacterias, clostridios)
que pueden causar deterioros del fruto en dichas
fermentaciones (Jime´nez-Dı´az et al. “Plantari-
cins S and T, two new bacteriocins produced by
Lactobacillus plantarum LPCO10 isolated from a
green olive fermentation”; Appl. Environ. Mi-
crobiol. 59 (5), 1416-1424, 1993). L. planta-
rum LPCO10 se ha utilizado como cultivo inicia-
dor de la fermentacio´n de aceitunas verdes “es-
tilo espan˜ol” o “sevillano” a nivel de planta ex-
perimental (Ruiz-Barba et al. “Use of Lactobaci-
llus plantarum LPCO10, a bactenocin producer,
as a starter culture in Spanish-style green olive
fermentations”; Appl. Environ. Microbiol. 60
(6), 2059-2064,1994). Sin embargo, se ha compro-
bado que esta cepa presenta ciertos problemas de
retardo de crecimiento en las condiciones que se
dan a menudo en las fermentaciones industriales
de productos vegetales, tales como amplios rangos
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de temperatura de fermentacio´n, condiciones ex-
tremas de pH y salinidad y ausencia de nutrientes
en el medio de cultivo.
El objeto de la presente invencio´n es el de-
sarrollo de un procedimiento de fermentacio´n de
productos vegetales que, mediante la inoculacio´n
con un cultivo de un nuevo microorganismo, L.
plantarum LP RJ1, que produce una bacteriocina
denominada plantaricina S, permita superar los
problemas de falta de homogeneidad en el pro-
ducto y de deterioro indicados anteriormente.
Explicacio´n de la invencio´n
El procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales que se propone incluye las etapas
de:
a) colocacio´n de los productos vegetales en una
salmuera que contiene cloruro so´dico en un
rango comprendido entre el 1 y el 15%
(peso/volumen).
b) mantenimiento de dichos productos vegeta-
les en la salmuera durante un periodo de
tiempo comprendido entre 4 y 210 d´ıas.
c) retirada del producto fermentado de la sal-
muera.
Se diferencia del procedimiento tradicional
porque entre las 2 y las 144 horas de la colo-
cacio´n de los productos vegetales en la salmuera
se efectu´a una inoculacio´n de dicha salmuera con
el microorganismo Lactobacillus plantarum LP
RJ1, depositado en la Coleccio´n Espan˜ola de Cul-
tivos Tipo con n◦ de registro 5102 (CECT 5102).
El microorganismo se inocula suspendido en un
caldo de cultivo a una concentracio´n compren-
dida entre 102 y 1011 unidades formadoras de co-
lonias por mililitro (UFC/ml). El caldo de cul-
tivo que se utilice puede ser medio MRS, salmuera
de fermentacio´n, leche descremada o solucio´n sa-
lina. Alternativamente, el microorganismo puede
introducirse tambie´n lioﬁlizado.
Segu´n el producto que se vaya a fermentar,
por ejemplo diversas variedades de aceitunas, pe-
pinillos, zanahorias etc., se ajustan los diversos
para´metros del procedimiento: concentracio´n del
ino´culo, momento en que se realiza la inoculacio´n,
tiempo de permanencia en la salmuera, ajuste de
la acidez del medio, etc.
As´ı, cuando se trata de fermentar aceitunas,
el procedimiento incluye las siguientes etapas:
a) tratamiento de los frutos con hidro´xido so´-
dico a una concentracio´n comprendida entre
el 1 y el 10% (peso/volumen) durante un
periodo de tiempo comprendido entre 2 y
15 horas.
b) lavado de las aceitunas tratadas en la etapa
anterior con agua durante un periodo de
tiempo comprendido entre 1 y 28 horas.
c) colocacio´n de las aceitunas tratadas y la-
vadas en una salmuera de cloruro so´dico a
una concentracio´n comprendida entre el 1 y
el 15% (peso/volumen).
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
d) inoculacio´n de la salmuera entre las 12 y
las 96 horas despue´s de haberse colocado
las aceitunas con un cultivo de Lactobaci-
llus plantarum LP RJ1 a una concentracio´n
comprendida entre 106 y 108 UFC/ml.
e) mantenimiento de las aceitunas en dicha
salmuera con ino´culo durante un periodo de
tiempo comprendido entre 30 y 210 d´ıas.
Puede incluirse una etapa de regulacio´n de la
acidez, antes de la etapa d), mediante la adicio´n
de a´cido clorh´ıdrico o a´cido ace´tico hasta conse-
guir que el pH alcance un valor comprendido entre
4,5 y 6,5 unidades.
Para pepinillos y zanahorias, la inoculacio´n
del microorganismo se efectu´a en las primeras
24 horas despue´s de haberlos colocado en la sal-
muera.
Breve descripcio´n de las ﬁguras
Figura 1: Representacio´n del desarrollo micra-
biano en una salmuera de fermentacio´n de
aceitunas verdes “estilo espan˜ol” o “sevi-
llano” variedad Manzanilla, inoculada con
un cultivo iniciador de L. plantarum LP
RJ1 (productor de la bacteriocina plantari-
cina S), a lo largo de 50 d´ıas de fermentacio´n
de las mismas.
Figura 2: Representacio´n de la evolucio´n del pH
y la acidez libre en una salmuera de fermen-
tacio´n de aceitunas verdes “estilo espan˜ol” o
“sevillano” variedad Manzanilla, inoculada
con un cultivo iniciador de L. plantarum LP
RJ1 (productor de la bacteriocina plantari-
cina S), a lo largo de 50 d´ıas de fermentacio´n
de las mismas.
Descripcio´n detallada de la invencio´n
El procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales objeto de la presente invencio´n se
diferencia del proceso tradicional porque incluye
el paso adicional de la inoculacio´n de la salmuera
con un cultivo del microorganismo Lactobacillus
plantarum LP RJ1. La capacidad de esta cepa de
producir una bacteriocina, denominada plantari-
cina S, cepa que va a ser utilizada como cultivo
iniciador en la fermentacio´n de diversos vegeta-
les, le conﬁere una gran ventaja para imponerse a
la ﬂora bacteriana natural contaminante de estos
productos y sobre aquella que pudiera contaminar
el producto fermentado posteriormente y causar
alteraciones que lo hicieran no apto para su con-
sumo y/o comercial izacio´n. La potenciacio´n de
la capacidad de competir de la cepa LP RJ1 con
el resto de microﬂora contaminante, debida prin-
cipalmente al hecho de producir la bacteriocina
plantaricina S, radica en el amplio espectro de
actividad de la misma. Esta bacteriocina, que es
una sustancia de naturaleza prote´ica y que la cepa
LP R1 produce de forma natural, ha demostrado
ser capaz de inhibir el desarrollo de distintas cepas
de bacterias naturalmente presentes en productos
vegetales en procesos de fermentacio´n natural, in-
cluyendo adema´s aquellas que han sido descritas
como alteradoras de la fermentacio´n normal y/o
del producto ﬁnal, y tambie´n algunas bacterias
pato´genas para el hombre.
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Dicha potenciacio´n de la capacidad de la cepa
LP RJ1 de competir con la ﬂora microbiana con-
taminante natural redunda en una mayor rapidez
a la hora de completar la fermentacio´n de los vege-
tales en las condiciones descritas, con una mayor
homogeneidad de los productos ﬁnales obtenidos.
Asimismo, la accio´n inhibitoria de la bacteriocina
producidas por la cepa LP RJ1 a lo largo de la
fermentacio´n sobre posibles bacterias alteradoras,
hace que el producto se conserve con mayores ga-
rant´ıas y a ma´s largo plazo. Al ser las bacterio-
cinas sustancias totalmente naturales e inocuas
para otros organismos vivos que no sean aquellas
bacterias a las que inhibe, su presencia en el pro-
ducto ﬁnal no puede caliﬁcarse como aditivo o
conservante, puesto que forma parte del metabo-
lismo natural de un microorganismo vivo usado
tradicionalmente en la fermentacio´n de produc-
tos vegetales.
Se expone a continuacio´n un ejemplo del pro-
cedimiento de fermentacio´n objeto de la presente
invencio´n aplicado a aceitunas:
Se tomaron 300 Kg de aceitunas verdes (Olea
europaea L.) variedad Manzanilla y se trataron
con una solucio´n de NaOH al 2,1% (peso/volu-
men) en agua durante 6 horas y 20 minutos en un
feremntador de ﬁbra de vidrio a una temperatura
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ambiente que oscilo´ entre 18,3 y 20,6◦C y a una
temperatura en el interior del fermentador com-
prendida entre 22,9 y 24,4◦C. Posteriormente se
tiro´ la solucio´n de NaOH, se lavaron las aceitunas
con agua corriente (primer lavado) y se dejaron
e´stas en agua (segundo lavado) en el fermentador
durante 1 hora 40 minutos, a una temperatura
ambiente de 20,1◦C y a una temperatura en el
interior del fermentador comprendida entre 20,7
y 21,4◦C. Transcurrido ese tiempo, las aceitunas
se cubrieron con 200 litros de salmuera de cloruro
so´dico al 6,5% (peso/volumen) y el pH inicial de
la mezcla salmuera/frutos, que inicialmente era
de 8,9, se bajo´ a 4,58 an˜adiendo 800 ml de a´cido
clorh´ıdrico 11,5N. A los cuatro d´ıas de estar co-
locadas las aceitunas en salmuera, se procedio´ a
inocularlas con L. plantarum LP RJ1 crecido en
un medio de cultivo MRS, a una concentracio´n
ﬁnal de 105 UFC/ml. Durante 48 d´ıas se siguio´ el
desarrollo microbiolo´gico en el fermentador tanto
de la cepa inoculada como las de otros microorga-
nismos que pudieran desarrollarse en las salmue-
ras, as´ı como la evolucio´n del pH y la acidez libre.
Los resultados se presentan en las ﬁguras 1 y 2.
Como se puede observar en la ﬁgura 1, curva
1, el microorganismo L. plantarum LP RJ1
4
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales que incluye las siguientes etapas:
a) colocacio´n de dichos productos vegetales en
una salmuera que contiene cloruro so´dico en
un rango comprendido entre el 1 y el 15%
(peso/volumen).
b) mantenimiento de dichos productos vegeta-
les en la salmuera durante un periodo de
tiempo comprendido entre 4 y 210 d´ıas.
c) retirada del producto fermentado de la sal-
muera.
caracterizado porque entre las 2 y las 144 ho-
ras de la colocacio´n de los productos vegetales
en la salmuera se efectu´a una inoculacio´n de di-
cha salmuera con el microorganismo Lactobacillus
plantarum LP LRJ1 depositado en la Coleccio´n
Espan˜ola de Cultivos Tipo con n◦ de registro 5102
(CECT 5102).
2. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales segu´n la reivindicacio´n 1, caracte-
rizado porque el ino´culo del microorganismo se
hace a una concentracio´n comprendida entre 102
y 1011 UFC/ml suspendido en un caldo de cultivo.
3. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales segu´n la reivindicacio´n 2, caracte-
rizado porque la concentracio´n del ino´culo esta
comprendida entre 106 y 108 UFC/ml y el caldo
de cultivo es medio MRS, salmuera de fermen-
tacio´n, leche descremada o una solucio´n salina.
4. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales segu´n la reivindicacio´n 2, caracte-
rizado porque la concentracio´n del ino´culo esta
comprendida entre 106 y 108 UFC/ml y el mi-
croorganimo se introduce lioﬁlizado.
5. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales segu´n las reivindicaciones 1-4, ca-
racterizado porque cuando el producto vege-
tal que se fermenta son aceitunas dicho procedi-
miento incluye las etapas siguientes:
a) tratamiento con hidro´xido so´dico a una
concentracio´n comprendida entre el 1 y el
10% (peso/volumen) durante un periodo de
tiempo comprendido entre 2 y 15 horas.
b) lavado de las aceitunas tratadas en la etapa
anterior con agua durante un periodo de
tiempo comprendido entre 1 y 28 horas.
c) colocacio´n de las aceitunas tratadas y la-
vadas en una salmuera de cloruro so´dico a
una concentracio´n comprendida entre el 1 y
el 15% (peso/volumen).
d) inoculacio´n de la salmuera entre las 12 y
las 96 horas despue´s de haberse colocado
las aceitunas con un cultivo de Lactobaci-
llus plantarum LP RJ1 a una concentracio´n
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comprendida entre 106 y 108 UFC/ml.
e) mantenimiento de las aceitunas en dicha
salmuera con ino´culo durante un periodo de
tiempo comprendido entre 30 y 210 d´ıas.
6. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales segu´n la reivindicacio´n 5, caracte-
rizado porque como paso previo a la inoculacio´n
de la salmuera se lleva a cabo una regulacio´n de la
acidez mediante la adicio´n de a´cido clorh´ıdrico 6
a´cido ace´tico hasta conseguir un pH comprendido
entre 4,5 y 6,5 unidades.
7. Procedimiento de fermentacio´n de pro-
ductos vegetales segu´n las reivindicaciones 1-4,
caracterizado porque cuando el producto que
se fermenta son pepinillos la inoculacio´n del mi-
croorganismo se realiza en las primeras 24 ho-
ras despue´s su colocacio´n en la salmuera, man-
tenie´ndose los pepinillos en la salmuera durante
un periodo de tiempo comprendido entre 4 y 90
d´ıas.
8. Procedimiento de fermentacio´n de produc-
tos vegetales segu´n las reivindicaciones 1-4, ca-
racterizado porque cuando el producto que se
fermenta son zanahorias la inoculacio´n del mi-
croorganismo se realiza en las primeras 24 ho-
ras despue´s su colocacio´n en la salmuera, man-
tenie´ndose las zanahorias en la salmuera durante
un periodo de tiempo comprendido entre 4 y 90
d´ıas.
9. Lactobacillus plantarum LP RJ1 deposita-
do en la Coleccio´n Espan˜ola de Cultivos Tipo el
10/12/1998, con el n◦ 5102.
10. Utilizacio´n del microorganismo Lactoba-
cillus plantarum LP RJ1, depositado en la Co-
leccio´n Espan˜ola de Cultivos Tipo el 10/12/1998
con el n◦ 5102, para la fermentacio´n de productos
vegetales.
11. Utilizacio´n del microorganismo Lactoba-
cillus plantarum LP RJ1, depositado en la Co-
leccio´n Espan˜ola de Cultivos Tipo el 10/12/1998
con el n◦ 5102, para la fermentacio´n de aceitunas.
12. Utilizacio´n del microorganismo Lactoba-
cillus plantarum LP RJ1, depositado en la Co-
leccio´n Espan˜ola de Cultivos Tipo el 10/12/1998
con el n◦ 5102, para la fermentacio´n de pepinillos.
13. Utilizacio´n del microorganismo Lactoba-
cillus plantarum LP RJ1, depositado en la Co-
leccio´n Espan˜ola de Cultivos Tipo el 10/12/1998
con el n◦ 5102, para la fermentacio´n de zanaho-
rias.
14. Productos vegetales fermentados obteni-
dos mediante un procedimiento segu´n las reivin-
dicacones 1-4.
15. Aceitunas fermentadas obtenidas median-
te un procedimiento segu´n las reivindicaciones 5
y 6.
16. Pepinillos fermentados obtenidos median-
te un procedimiento segu´n la reivindicacio´n 7.
17. Zanahorias fermentadas obtenidas me-
diante un procedimiento segu´n la reivindicacio´n
8.
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